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USE - The fragment is used as a resistance marker for cloning 
vectors and polypeptide expressed by the gene can be used to inactivate 
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Fragment d'ADN comprenant au moins une partie d'un gene de resistance aux lincosamides et applications 
btochimiques et biologiques. 



^7) Le fragment de nuci^tide de llnvention comprend au 
moins une partie du gSne GnA'. ce gene codant pour un 
polypeptide capable d'inactiver les lincosamides et de conf^rer 
des propridt^s de r^istance d la lincomycins, et Atant tnclus 
dans la sequence represent^ sur la figure 2. 
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FRAGMENT D'ADN COMPRENANT AU MOINS UNE PART IE D ' UN GENE 
DE RESISTANCE AUX LINCOSAMIDES ET APPLICATIONS BIOCHI- 
MIQUES ET BIOLOGIQ.UES - 

5 L'invention est relative a un fragment d'ADN 

comprenant au moins une partie d'un gene de resistance 
aux lincosairides et a ses applications biologiques et 
biochimiques . 

Elle correspond a un developpement de la 
- demande de brevet principal n* 85/14397 du 27 Septembre 
1986, qui concerne notamtnent un fragment d'ADN interne au 
gene J-inA utilisable comroe sonde de detection de 
resistance aux lincosamides dans des cultures cellulaires^ 
notamment bacteriennes . 
15 Des experiences d * hybridation ADN-ADN a I'aide 

d*une sonde constituee d ' un fragment Sau 3A interne au 
gene linA ont permis d'etudier la distribution de ce gene 
Chez des souches de stap-hylocoques pathogenes resistant 
aux lincosamides par inacti vation . Les inventeurs ont pu 
20 airisi etablir que la souche de Staphylococcus aureus 

BM4611, qui n'hybride pas avec la sonde linA . contient un 
gene different codant egalement pour 1 * inactivation de la 
lincomycine et de la cl indamycine . 

L'inv'ention a done pour but de fournir un 
25 nouveau fragment d'ADN comportant au moins une partie de 
la sequence d ' un gene conferant des proprietes de 
resistance aux lincosamides a une bacterie. 

Elle vise egalement a fournir un precede 
d'obtention de ce fragment 'i'ADN par clonage dans une 
bacterie . 

L'invention vise, en outre, les applications 
biologiques et biochimiques de ce nouveau fragment d'ADN, 
en particulier pour 1 • elaboration de sondes pour la 
detection de bacteries resistant aux lincosamides et pour 
3^ la construction de vecteurs de clonage pour 1* etude 
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d'autres systemes biologiques . 

L ' invention vise egalement a fournir la pro- 
teine correspondant a la sequence nucleotidique du 
fragment considere et les anticorps, plus special ement 
les anticorps monoclonaux . capables de reconnaitre speci- 
fiqiieinent cette proteine . 

Le fragment d'ADN de 1 ' invention est caracte- 
rise en ce qu'il comprend au moins une partie du gene 
linA ' codant pour une proteine capable d'inactiver les 
lincosamides , et etant inclus dans la sequence nucleoti- 
dique suivante 



AT6 AAA ATT 6AT AAT 6TA 

ACA 3^A AAG SAT TTA TTT TAT ATT TTA 3AC TTA TTT SAA AAA ATS SAA CTA ACT CAT TSG TZX 

TTA SAT G3A SGC T6G G5C GTA SAT G^A TTA ACT 66A AAA CAA CAA AGA GAA CAC AGA GAT 732. 

ATA 3AT AFA BAT TTT 3AC OCT CPA CAC ACT CAA AAA STT ATA AAA A^ TTA QAA SAT ATA QAZ 

6GA. TAC AAA ATA 3AA GTT SAT TGG AT6 CCT TCA C5T AT6 SAA CTT AAA CAT AAA SAA TAT ^Ol 

GGA TAT TTA OA, ATT CAT CCT ATA AAT TTA AAT SAT SAT G6T TCC ATT ACT CAA 3CA AAC 

CCA 3AA 6ST SGC AAT TAC ATC TTT CAA AAT CAA TGG TTT TCA GAA ACT AAT TAT AAA GGT I02l 

CGA AMA A-A CCA TGC ATT TCC AAA GAA GCT CAA CTT CTT TTT CAT TCC SGT TAT 5AA TTA 108Z 
ACA GAA AAA SAC CAT TTT GAT ATA AAA AAT TTA AAA TCA ATA ACT 
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La sequence necessaire pour 1 "expression de ce 
gene IjMh' correspond a la sequence suivante : 



10 



AAoCT-TAoA :atat3ct-t a-uctctc7t ctaa;>tst7c 

GO»TTTCTAG TCS^^T TA6GAATAAC CA;«a»GA« TAGoTTTTTC TTTAACCACT 

TCTTMATC- C'T-TT0A3C TT^ATAACT^ TTTTTMTAa CAC3C=TC=;» ATT««a^C S6^CATAATT 

TAWTTTACA AA^CATGTC TTATBTAACT TCA^TATCC TTCATCAeTC 60CTTSAACT CTA^SACSTT 

TCZACArTGT T7TACGTTAT AAGCCTTTTT TATTTTTAGT ATTTCA^GTA TATCTGCATA GCCTACATTA 

TCTATT7T=T TTCTCTCCAT 3GGCST6TTC CCACtTTTGT CAT;,TCTT7A ATSTTTCoTT A7C7T6ArTT 

TC37C7ATAT AT7T757A73 AT76TCTTGC A7ATAAAAAG AC=-3CCAeT A7TA*GTTGA 7GA3T«AT6 

rTTCA^7C77 GATTACTGGA CT77TT7A7G 7CAAA77TTC C77-AC3CA TAAAAATAC;. TAAAAACACT 

A6-CArA7CA C3T7AATAT3 A7G77TAA7^ 7CT775A677 A7T'— aT^T irr^ ^ - 

V. »ri,L..ATA7 AG7J.CAAm» ZMSAf^iAAA 

R8 S 

CTCGTTTTCA ACTCoTTTCA AATTCC'AAA TT^QaqS&G TAAA 



lie 

160 
230 



....... .^^ ^ TTAGGAGStG TAAA ATG AAA ATT SAT AAT STA t^^Z 

ACA AAG GAT TTA TTT TAT ATT TTA 3AC TTA TTT GAA AAA ATG GAA GTA ACT CAT T^a 72 ^ 

TTA SAT 36* 3GC TG6 GGC oTA 3AT G'A TTA ACT GGA AAA CAA ZAA AGA GAA CAC AGA 3AT 
«TA SAT ATA 9AT TTT 5AC 5CT CAA CAC ACT CAA AAA aTT ATA AA^ ftA^ TTA SAA GAT ATA 

20 

TAC AAA ATA 3AA GTT SAT 7SG ATG CCT TCA CBT ATG SAA CTT AAA CAT AAA 3AA TAT 

GGA TAT TTA GAT ATT CAT CCT ATA AAT TTA AAT GAT GAT G6T TCC ATT ACT CAA GCA AAC 

CCA GAA G6T l,GC AAT TAC ATC TTT CAA AAT GAA TGG TTT TCA SAA ACT AAT TAT AAA GC, 

25 C3A AAA ATA CCA T6C ATT -CC AAA SAA GCT CAA CTT CTT TTT CAT TCC G3T TAT GAA TTA 

GAA AAA SAC CAT TTT GAT ATA AAA AAT TTA AAA TCA ATA ACT TAA TT TCTTTATTCC 
AATToCTTTA TTCCAATTGC TTTAT^CCAA TTGCT^'ATT GAC3TTSAGC CTCCGAACCC TTAAC3ATCC 
CAAA^TTGC C3AAT3GTC5 3C-TAATAGC TCAC5C-AT6 CC3ACATTCG TCTGCAAGTT TAGTTAAG5C 
TTCGTCTCAA C6CACAATAA TTTCTC5CAT AAA7GC3T5T TCTATTTTTT ATTTTTACTC CTC" T3ATAG 1352 
CAAAAAAC6C CATTCCAATA CAAAACCACA TACCTATAAT CSAT j^^^ 
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L * expression "au moins une partie du g^ne 
linA'** designe toute sequence nucleotidique correspondant 
a une partie de ce gene et presentant une longueur et une 
homologie suffisantes pour reconnaitre specif iquement ce 
gene dans un prelevement a 1' etude, dans des essais, 
d ' hybridation inettant en jeu cette sequence en tant que 
sonde. Cette expression designe ^galement toute sequence 
nucleotidique hybridable avec la precedente, telle 
qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de 1*ARN 
correspondant ou encore par synthese chimique. 

II va de soi que les bases de la sequence 
nucleotidique consideree peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouve dans les genes et/ ou que ces 
bases peuvent etre, le cas echeant, substituees, des lors 
qu'une sonde elaboree a partir d*une telle sequence donne 
une reponse caract eristique et non equivoque quant a la 
capacite de reconnaitre la presence du gene linA ' . 

La sequence codante du gene linA ' est carac- 
lerisee en ce qu'elle est definie par le codon d 'initia- 
tion ATG en position 645 et le codon de terininaison TAA 
en position 1127 dans une phase de lecture ouverte (ou 
PLC) de 483 paires de base. 

La sequence du gene linA ' presente une 
homologie de 449 sur 483 pb, soit 93% avec le gene linA . 

Les travaux des inventeurs ont raontre que la 
sequence du gene linA ' est presente dans le plasmide 
natural pIP856 de gtaphvlococcvip aureus BM4611, de 2,6 
kilobases, auquel il confere un niveau de resistance 
61ev6 a la lincomycine . Ce plasmide contient un site 
unique iHndlll . 

La sonde de S . aureus BM4611 a ete d6posee le 3 
Decembre 1986 sous le n* I 634 a la Collection Nationale 
de Culture de fVIicroorganisines (C.N.C.M.). 

Le gene linA ' est 6galeir.ent caracterise en ce 
qu'il est porte par un fragment d'ADN flindlll-Clal de 1,4 
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kb tel qu'obtenu par digestion de I'ADN plasmidique de 
PIP856, par les enzymes de restriction £lal et iiindlllet 
clonage des fragments obtenus dans le plasmide pUC8 de 
2,7kb digere par les enzymes Acc I et fiindlll . 

L* expression de la sequence nucleotidi que du 
determinant de resistance aux lincosamides selon 1* in- 
vention dans des minicellules d'E. coli conduit a la 
production d'une proteine ayant une masse moleculaire 
apparente de I'ordre de 19000 a 21000 daltons, telle 

que determinee par electrophorese sur gel de polyacry- 
lamide -SDS . 

Cette estimation est en accord avec la de 
19020 daltons deduite de la sequence nucleotidique de la 
phase ouverte de lecture de 483 pb ci-dessus. 

La sequence corr espondante de 161 acides amines 
est la suivante : 



«ot Lv» :io 



'»»r Slu Lyo «ao Lou P^a Tvr fio , « 4*2 
o Tyr lie L.^ A«, g,^ 

Sly Ly« Sir 



«.<~ «,o s:y a,^ T.p 0,^ ^„ 722 

GIv 3,„ ^.^ 



no _ ^ ^ ^ 



« t-yn Vol Xlo Lyo Ly 



uy, n„ Slu V«X A„p Trp p„ ^, , 

ftet Slu '.ou Lya Mi, Lyo Slu Tyr 



-P fot Pi-o S«r 

» — » w* u i.wu i.ya wi o 

Awn Ml . . - 

Sin Aid Aiin 



6»V Tyr L.,u A,p 11^ p A,„ . 

o Me A,„ Leu A,„ a.„ A,p si y SorOOlo 



S:u G,y Sl, ry. Pne si„ Slu T.. 



rp Ph» Ser Slu Thr T.r Iv, Sly 

•la 31- L« 



9 Uy, n» l»r, Cy, tie Ser Lyo Slu '""^ 



-eu Leu Pno s,r G.y Tyr Slu Lcu 

T^" eiu Lyo Aop H,o P^e A,p . . _ . '■^^ 



Lr^ So#- Do Thr oo< 
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L' invention vise egalement les plasmides et les 
phages recombinants contenant au moins une partie des 
fragments d'ADN ci-dessus recombines avec des fragments 
heterologues ainsi que les vecteurs recombinants, notam- 
ment les plasmides hybrides comportant au mcins une 
partie du gene linA ' . L * utilisation du fragment d'ADN 
permettant 1* expression du gene linA ' comma inarqueur de 
resistance permet d'utiliser de tels vecteurs comme 
outils de clonage pour d*autres systeroes biologiques. 

De nouveaux plasmides comprennent le plasmide 
pAT24 construit en clonant dans le plasmide pUC8 de 2 , 7kb 
digere par les enzymes Acc I et Hin dlll . les fragments 
obtenus par digestion par des enzymes de restriction 
appropries de 2,6 kb du plasmide pAT23, ce plasmide 
recombinant resultant lui-meme de la linearisation du 
plasmide pIP856 par Kindlll et de son clonage dans le 
site Hlndlll de pBR329. 

L* invention vise, en outre, en tant quainter- 
mediaire les souches bacteriennes modifiees, ou transfor- 
mants, car acterisees par 1' insertion dans leur genome 
d'au moins une partie d'un fragment d'ADN tel que defini 
ci-dessus. 

Conformement a 1 'invention, I'obtention de la 
sequence du gene linA ' codant pour une prot^ine capable 
d'inactiver les lincosamides comprend : 

le clonage du determinant de resistance aux lincosa- 
mides, 

- la purification du fragment de 1,4kb, par digestion 
avec les enzymes de restriction appropriees d'un plasmide 
renfermant la sequence du gene linA ' . tel que pIP856, 
PAT23 ou pAT24, 

le sous-clonage de fragments de restriction derives de 
ce fragment de 1 , 4kb dans les formes r^plicatives des 
phages M13mp10, mp18 et mp19. 
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Grace a la determination de la sequence du gene 
liM', les inventeurs ont dispose de moyens permettant 
d'^tudier les possibilites de construction de sondes 
intrageniques dans le but, en particulier, d'effectuer 
une etude epidemiologique de la dissemination du gene 
linA' parmi un ou plusieurs genres bacteriens . 

L' invention vise done des sondes pour la 
detection de la resistance aux lincosamides dans les 
bacteries elaborees 4 partir d'un fragment intragenigue 
du gene lin A ' decrit ci-dessus. 

Des sondes appropriees pour ce type de 
detection sont avantageusement marquees par un element 
radioactif ou tout autre groupe permettant sa reconnais- 
sance a I'etat hybride avec la preparation rerfermant 
1 ' ADN a etudier . 

Selon les techniques classiques, ces sondes 
sont mises en contact avec un echantillon biclogique 
renfermant des bacteries, ou directement avec ces 
bacteries ou leurs acides nucleiques, dans des conditions 
autorisant 1 " hybridation eventuelle de la sequence 
nucelotidique de la sonde avec une sequence complemen- 
taire, ^ventuellement contenue dans le produit teste. 

La distribution du gene linA ' a 6t6 6tudiee par 
hybridation (ADN-ADN) chez des souches de staphylocoques . 

Des r6sultats reproductibles ont 6te obtenus en 
utilisant comme sondes intrageniques, des fragments d 'ADN 
internes au gene linA*, tels qu' obtenus par action de 
I'exonucldase BAL31 sur le fragment Hindlll-Clal de 1,4)cb 
purifie, difini ci-dessus. 

Une sonde specif ique du gdne 2Jji&' renferme une 
sequence de nucleotides allant des positions 645 a 735. 

Une sonde hybride avec le gdne linA et le gene 
lifiA- renferme une sequence de nucleotides allant des 
positions 789 A 966. 

Ces fragments intragenique.s sont avantageusement 
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utilisex comme send e> pour 1 ' etude de la dissemination de 
la resistance aux lincosamides . 

L' invention vise egalement les applications 
imiDunologiques de la proteine codee, plus specialement 
pour 1 ' elaboration d' antiserum specif ique ainsi que 
d'anticorps monoclonaux . Ces anticorps polyclonaux sont 
formes selon les techniques classiques par injection de 
la proteine a des animaux, recuperation des antiserums, 
puis des anticorps a partir des antiserums par exemple 
par chromatographic d*af finite, 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1 * invention sont rapport^s dans la description qui suit 
concernant le clonage du gene linA ' chez E . col i , la 
determination de sa sequence nucl eotidique et 1' analyse 
des produits d ' expression . Dans cette description, il 
sera fait reference aux figures 1 et 2 . 

- la figure 1 representant la construction des plasmides 
pAT23 et pAT24, et 

la figure 2, la sequence nucl eotidique expriF.ant le 
gene linA ' . 

Les references b i b 1 i ogr aph i qu e s mentionnees dans 
ce qui suit sont donnees en fin de description. 
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Materi el et m^thodes 



I Souches bacteriennes . 



Les origines et les proprietes des souches 
bacteriennes utilisees sont resumees dans le tableau 1 
suivant (E-Q<?1X etant naturellement resistant aux 
macrolides, lincosaroides et streptogramines, on utilise 
la souche d'£.i^jQl± DB10 qui est un mutant de permeation 
a ces antibiotiques (1). 
TABLE AU 1 



BACTERID 



SOUCHE 



CARACTERES (a) 



Staphylococcus 
aureus 



BM461 1 



LnPnKm 



Eschericrhi f^ col ^ 



DB10 



Derive de PR7(F~ 

thi 1 eu rus pup 
naljir) sensible 
aux MLS 



K-12 JM101 



( lac-pro ) , thr , 
supE . F'ixan 36, 
ProAB +,la£l*^ 



K-12 AR1062 thr , leu, lac,jg:al , 
Ki!i,inal,intl , 
hsdS 

(a) Les symboles genetiques sont d'apres Bachmann et 
coll. (2) et Novick et coll. (3). 
2. HILIEUX DE CULTURE 



Les souches d^^.c^Oi et de 5- aureus sont cultivees en 
milieu coeur-cerveau (Difco) bouillon ou agar. On 
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realise les antibiogrammes sur milieu de Mueller-Hinton- 
(Diagnostic Pasteur) agar avec des disques impregnes 
d 'antibiotiques (Diagnostics Pasteur). Toutes les 
incubations sont effectuees a SVC. 
3, TESTS DE G0TS (4) 

Principe : si 1 * on cultive une souche productrice d ' une 
enzyme inactivant 1 * antibiotique sur une gelose 
ensemencee avec une souche indicatrice et contenant une 
quantite d ' antibiotique juste suffisante pour inhiber 
cette derniere, la production d* enzyme provoquera une 
degradation de 1 ' antibiotique dans le milieu de culture 
et se traduira par une croissance de kla souche 
indicatrice autour de la souche productrice. 
Les tests ont ete realises sur milieu coeur-cerveau con- 
tenant la couche indicatrice Sarcina lutea ATCC 9341 et 
de la clindamycine (0,5 mg/1), Les incubations ont ete 
faites a 30'C pendant 48 h. 



4 , PLASMIDES 

Les plasmides utilises dans ces travaux sont ^numerees 
dans le tableau 2. 
Tableau 2. 



Plasmide Caracteres phenotvpioues (a ) 

pUC8 Tra", Mob~,Ap 

PIP856 Tra",Cl , Ln 

pAT23 Tra~,Mob",Ap CI Ln Tc 



Origine 

plasmide 
naturel 

PBR329 Jl. pIP856 
Eco RI 



pAT 24 Tra'.Mob", Ap CI Ln pUC8/tpIP856 

Hin dlll- Cla l 
1,4kb 



(a) La nomenclature des caracteres phenotypiques des 
plasmides est donnee d'apr^s Novick et coll. (3). 
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5. PREPARATION DE L'ADN PLASMIDIQ UE 

Prepara-tion rapide : On effectue la caracter isation 
des plasmides recombinants obtenus apres -transformation 
apres extraction de I'ADN plasmidique salon la technique 
de Birnboim et Doly (5) par digestion par endonucleases 
de restriction. 

. Qbtention d_lADN pur4.fie : On extrait 1*ADN plasmidique 
par la technique de lyse alcaline (6) puis on purifie 
par centrif ugation a I'equilibre en gradient de chlorure 
de cesium-br omure d*ethidiuin. 

6. METH ODES D'ANAILYSF PES ADN . 

a- Coupure par endonucl eases de restriction : 

L* arret de la reaction enzyir.atique est effectue par 

denaturation thermique ou par extraction au phenol selon 
les enzymes . 

b- Electrophores e analvtioue ou preparative : 

Les Electrophoreses analytiques et preparatives sont 
r^alisees en gels d' agarose a 0,8"* immerges dans du 
tampon Tris-borate-EDTA (Tris base 45mM,acide borique 
45mM,EDTA 1 , 25mM) en presence de bromure d ' Ethidium 
(O, 5mg/l) . 

Les fragments d'ADN sont purifies par Electrotransf ert 
:3ur une membrane de dialyse. 

7. EXPRESSION n^NC J)f s MTNTCRLLULES D'E.rOLT 



.a souche d'E.cpl;L AR1062 (7) est transformee avec 1*ADN 
es plasmides a etudier et cultivee une nuit sur milieu 
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coeur-cerveau . Les minicellules sent purifiees par 
centrif ugation en gradient de sucrose . Les proteines 
synthetisees dans les minicellules sont marquees 
radioactivement par incorporation de ( S ) -methionine . 
Leur masse moleculaire est determinee par electr ophorese 
en gel de polyacrylamide a 12,5% en presence de 
dodecyl-sulf ate de sodium (SDS), 



8. SEOUENCAGE DE L'ADN 

Les fragments d'ADN a sequencer sont clones dans les 
formes replicatives des bacteriophages Ml 3mp1 8 , M1 3mp1 9 
ou M13mp10 et introduits par transformation dans la 
souche d'£_^ coli JM101. Les bacteriophages recombinants 
sont iscles sur gelose molle coeur-cerveau en presence 
d 'isopropyl- p-D-thiogalactopyranoside (80 mg/1) et de 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl- p-D-galactopyranoside 
(40mg/l). Les formes simple brin sont purifiees suivant 
le protocole decrit par Aroersham. 

La sequence est determinee par la technique de 
terminaison de chaine (8). Les fragments sont marques 
radioactivement par incorporation d ' ( a"^ ) -deoxy ATP. 
Les echantillpns sont deposes sur des gels de 
polyacrylamide a 6 ou 8'^ de 0,35 mm d*6paisseur en 
tampon Tris -borate-EDTA (Tris base 90mM,acide borique 
90raM,EDTA 2, 5mM) . 



9. ENZYMES ET REACTIFS 

Les enzymes utilisees et 1 ' (a P) -dATP proviennent 
d ' Amersham, les phages Ml3mp18, mp19 et mpIO de 
PL-Biochemicals , les antibiotiques des Laboratoires 
suivants : ampicilline (Bristol ), tetracycline (Pfizer), 
lincomycine et clindamycine (Opjohn) . 
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EXEMPLE ~ 

^* CI^Of^AgE GgNE OF REST.qTANr E Any T.TKrc osAMTnpc; r»ir^ 

E.COLI 

a - Construction des plasmides pAT23 et pAT24 

La construction de ces plasmides est illustree 
sur la figure 1 . 

Les tailles des differents fragments . sent 
indiquees en Jcilobases. Les f leches en pointilles 
symbolisent les genes de resistance inactives par le 
clonage . 

Dans les plasmides, Ap designe la resistance a 
1 'awpicilline. Cm au chloramphenicol, Tc a la tetracycli- 
ne et ORI I'origine de replication. 

On precede comme suit : 
A/ Construction du plasroide pAT22 : 

On soumet les plasmides pBR329 de 4,1kb et 
PIP855 de 2,5kb a une etape de digestion par EcoRI puis 
de ligation. 

On obtient le plasmide pAT22. 
B/ Construction du plasmide pAT23 : 

On soumet les plasmides pBR329 de 4,1kb et 
PIP856 de 2,6kb a une etape de digestion • par ilindlll, 
puis de ligation. On obtient le plasmide pAT23. 
C/ Construction du plasmide pAT24 : 

reinsertion liindlll de 2,6kb du plasmide pAT23 
a €t€ purifiee, digeree par I'enzyme de restriction Cla l 
et les fragments obtenus ont ete clones dans le plasmide 
PUC8 (2,7kb) digere par les enzymes Ac£l et ilindlll. Le 
plasmide recombinant pAT24 obtenu contient un fragment 
ilal-Hiiidlll de l,4kb (fig. i) conferant la resistance 
aux lincosamides, par inactivation . 

Le fragment de i,4kb est purifie pour 
sequencage a partir de pAT24. A cet effet, on soumet 
PAT24 a une digestion par les enzymes £coRI et Hijndlli . 

Les clonages sont effectu^s dans E. coli DB10 en 
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selectionnant pour la resistance a 1 ' ampicilline (1O0g/l} 
et la clindamycine (1g/l) et en verifiant le phenotype 
Gots positif des transf ormants obtenus. Les constructions 
plasmidiques sont verifi^es par digestion par les endo- 
nucleases de restriction appropriees. 
2. SEQUENCE NUCLEOTTDTOIIF: DU fragment de 1.4KR 
a - Sous-clonage dans le bacteriophage M13. 
Strategic de sequence. 

Le fragment lIlndIII-£csRI de 1 , 4kb purifie est 
digere par les endonucleases de restriction, Alu l , Rsa l . 
Sj§Lu3A, Pral et Taq I ainsi que par 1 * exonuclease Bs^31, et 
les fragments obtenus sont clones dans les formes repli- 
catives de bacteriophages M13mp18, -mp19 et mplO. Les 
bacteriophages recombinants ainsi obtenus permettent 
d'obtenir la totalite de la sequence du fragment de 
1 , 4kb. 

La sequence nucleotidique complete du fragment 
d'ADN Hindlll-Clal de 1420pb de pIP856 conterant le gene 
de resistance aux .Tincosamides est presentee sur la 
figure 2. 

La numerotation commence au site Hindlll. La 
sequence d ' amino-acides de la proteine et le site de fi- 
xation du ribosome sont indiques . 
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REVENDlCATTn^ Jc; 
1. Sonde de detection d'une resistance aux 
lincosamides selon la r evendica t ion 7 de la demande de 
brevet principal- 85/14397 du 27/9/1985, caracterisee en 
ce qu'elle renferme un fragment d'ADN du gene IJjii'dont 
la sequence est la suivante : 



ACA AA6 6AT TTA TTT TAT ATT TTA SAC TTA 

TTA GAT GGA SCC TS6 GGZ GT« GAT 6Tfl TTA ACT 

ATA SAT ATA BAT TTT SAC OCT CAA CAC ACT CAA 

&GA^ TAC AAA ATA SAA QTT &AT T GG ATG CCT TCA 

G<>A TAT T-'A Gmi ATT CAT CCT ATA AAT TTA AAT 

CCA G3* 33C AAT TAC ATC TTT CAP AAT GAA 

L'G** ATA CCA TGC ATT t^C AAA GAA OCT CAA 

ACA GAA AAA SAC CAT TTT GAT ATA AAA AAT TTA 



ATS AAA ATT SAT AAT STA 

TTT GAA AAA ATS GAA GTA ACT CAT T36 TZ2. 

SGA AAA CAA CAA AGA &AA CAC AGA GAT 78i 

AAA BTT ATA AAA AAA TTA 9AA 6AT ATA QAl 

CGT ATG GAA CTT AAA CAT AAA GAA TAT 9CZ 

GAT GAT GST TCC ATT ACT CAA GCA AAC 

TGG TTl rCA 3AA ACT A-IT ^AT AAA GGT lOTl 

CT-^ CTT TTT CAT TCC GGT TAT GAA TTA lOS* 
AAA TCA ATA ACT 
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2. Fragment d'ADN, caracterise en ce qu'il 
comprend la sequence nucleotidique suivante necessaire 
pour 1' expression du gene linA ' : 

AAGCTTTAGA CATATGCT-^T AAbCTCTCTT ;TA^,A7GTTC 40 

ACC3TCTAT7 GCATTTCTAG TC5ACAAAGT TACCAATAAC CAAC3AGAAC TAGoTTTTTC TTTAACCAC7 HO 

TCTTCAATCA CTTTTT5AGC TTBATAACTA TTTTTCATAG CACSCCTCCA ATTACAGACC 36ACATAA7T ISO 

7AGATTTACA AAACCA7CTC TTATe7AAC7 TCAAATA7CC TTCA7CAeTC GGCTTfiAACT CTAAGAC6TT 230 

7CCACAT7eT TTTACG7TA7 AAGCCT7T7T 7ATTTTTAGT ATTTCAAGTA 7A7CTSCATA 3CC7ACA7TA 320 

7CTA77TTCT 77C7CTCCA7 33GCGT577C CCACTTTTB7 CA7A7CTT7A A7eTTTC37T A7CT76A7TT 3VO 

TCG7C7ATAT A7TT7G7ATG ATT6TC77GC A7A7AAAAAG ACC^DCCAGT ATTAAGT'GA TGASTAGATQ 4i>0 

rTTCAr*7C7T CATTACTGGA C7T7TTTA7S TCAAAT777C C77'CAC3CA 7AAAA»:hTaCA 'ftAAAACACT 530 

AG'CATATCA C57TAA7ATe A7BTTTAA7A 7CT775A6TT ArrTCTATA7 AG7A7CAAGA CAASAASAAA 600 

PBS 

C7CG777TCA AC7CGTT7CA AATTCCTAAA 77AeGAGtS3G TAAA A7G AAA AT7 SA7 AA7 BTA 6^>2 

ACA 3AA AAG 3AT TTA 7TT TA7 ATT TTA GAC TTA TT7 GAA AAA A7G SAA G7A AC7 CA7 7Ge 72 2. 

T7A 3A7 G.5A 3GC T3G GGC 5TA SAT 6TA TTA ACT SGA AAA CAA CAA ASA GAA CAC AGA GAT 78i 

ATA GAT ATA SAT TTT SAC GCT CAA CAC ACT CAA AAA QTT ATA AAA AAA TTA SAA SAT ATA 841 

SGA TAC AAA ATA SAA 8TT GAT 7GG ATG CCT TCA CGT ATG SAA CTT AAA CAT AAA GAA TAT 902 

66A TAT TTA GAT ATT CAT CCT ATA AAT TTA AAT GAT GAT GGT TCC ATT ACT CAA GCA AAC 9bi 

CCA 3AA GGT GGC AAT TAC ATC TTT CAA AAT GAA TGG TTT TCA GAA ACT AAT TAT AAA 3{j t 1022 

C3A AAA ATA CCA T6C ATT tcC AAA GAA GCT CAA CTT CTT TTT CAT TCC 5GT TAT SAA TTA 1081 

aCA GAA AAA SAC CAT TTT QAT ATA AAA AAT TTA AAA TCA ATA ACT TAA TT TCTTTATTCC 114 2. 

AATT6CTT7A TTCCAATTGC TTTAT7CrAA T7GCTTTATT 5ACGTTSAGC CTCCGAACCC TTAACSATCC IZlX 

CAAAAC77GC CSAA7SG7CG GCTTAA7AGC TCACGCTA7G CCGACATTC6 TCTGCAAGTT TAGTTAAGGG 129 2 

TTCGTCTCAA C6CACAATAA TTTCTCGCA7 AAA76C3TG7 TCTATTTT7T ATTT7TACTC CTCT-'QATAG 1352 

CAAAAAACeC CATTCCAATA CAAAACCACA TACCTATAAT CSAT l4-ij 
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3. Fragment d'ADN selon la r evendication 2, 
caracterise en ce qu'il compxend au moins une partie du 
gene iinA ' , ce gene codant pour une proteine capable 
d'lnactiver les . 1 incosamides et etant inclus dans la 
sequence nucleotidique sulvante : 



ATG AAA ATT 6AT AAT BTA 

ACA GAA AAG SAT TTA TTT TAT ATT TTA S*4C TTA 7TT 6AA Arf*A AT6 SAA GTA ACT CAT TGS 7^2. 

10 

TTA 3AT SGC TGG GGC GTA GAT GTA TTA ACT GGA AAA CAA CAA AGA BAA AGA GAT 7ai 

ATA SAT ATA SAT TTT 3AC OCT CAA CAC ftCT CAA AAA 8TT ATA AAA AAA TTA 9AA 5AT ATA 

6GA. TAC AAA ATA 8AA GTT BAT TGG ATG CCT TCA C6T ATG GAA CTT AAA CAT AAA 6AA TAT ^Oi 

15 GGA TAT TTA G«i ATT CAT CCT ATA AAT TTA AAT 5AT GAT G6T TCC ATT ACT CAA GCA AAC 

CCA GAA GoT 6-3C AAT TAC ATC TTT CAA AAT 5AA T5G TTl TCA GAA A-CT AAT ^aT AAi6 SGT lv2l 

C6A «^«A ATA CCA T6C fiTT TCC AAA 3AA 'SCT CAA CTT CTT TTT CAT TCC GGT TAT BAA TTA 1081 

ACA GAA AAA 3AC CAT TTT GAT ATA AAA AAT TTA AAA TCA ATA ACT 
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4. Fragment d'ADN selon la revendication 2, 
caracterise en ce que la sequence codante du gene linA ' 
est definie par un codon d ' initiation ATG en position 645 
et un codon de terminaison TAA en position 1127 dans une 
phase ouverte de lecture de 483 pb et qu*elle presente 
une homologie de 449 sur 483 pb soit 93% avec le gene 

5. Fragment d'ADN selon I'une quelconque des 
revendications 2 a 4 ^.caracterise en ce qu'il est present 
dans le plasmide naturel pI856 de 2,6 kilobases, chez 
Staphylococcus aureus BM4611, ce plasmide codant pour la 
resistance a la lincomycine et contenant un site unique 
iilndlll . 

6. Fragment d'ADN, selon I'une quelconque des 
revendications 2 a 5, caracterise en ce qu'il est porte 
par un fragment d'ADN de restriction de 1 , 4)cb tel qu ' - 
obtenu par digestion de I'ADN plasmidique de pIF856 par 
les enzymes de restriction Cla l et Hin dlll . clonage des 
fragments obtenus dans le plasmide pUCS de 2,7)cb digere 
par les enzymes Acc I et Hindlll. 

7. Fragment d'ADN selon I'une quelconque des 
revendications 2 a 6, caracterise en ce qu * il code pour 
une proteine de resistance aux lincosamides ayant une 
masse moleculaire apparente de I'ordre de 19000 daltons. 

8 . Vecteur recombinant comportant au moins une 
partie a un fragment d'ADN selon l*une quelconque des 
revendications 2 a 7. 

9. Plasmide pAT24 construit en clonant dans le 
plasmide pUC8 de 2,7kh digere par les enzymes Acc I et 
Hindlll, les fragments obtenus par digestion par des 
enzymes de restriction appropries^ de 2,6kb^du plasmide 
pAT23, ce plasmide recombinant resultant lui-mone de la 
linearisation du plasmide pIP856 par Etndlll et de son 
clonage dans le site fiindlll de pBR329. 
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10. Procede- d ' obtention de la sequence 
nucleotidique du gene linA ' , caracterise en ce qu'il 
coinprend : 

le clonage du determinant de resistance aux 
1 incosamides , 

- la purification du fragment de 1,4kb, par digestion 
avec les enzymes de restriction appropries d * un plasmide 
renfermant la sequence du gene linA ' , tel que pIP856, 
PAT23 ou PAT24, 

- le sous-clonage de fragments de restriction derives de 
ce fragment de 1 , 43cb dans les formes replicatives des 
phages M'SicpIO, mp18 et rop19. 

11. Polypeptide de 19000 a 21000 daltons 
environ, capable d'inactiver les lincosamides et de 
conferer des proprietes de resistance a la lincomycine, 
caracterise en ce qu'il repond a la sequence suivante 
d'acides amines. 



Hot Lv« Ilo A»0 As" Val 

THf- Slu Ly« ft«0 L-C7U ^^'O Tyr Ilo Lou A*o Loo P*io Qlu Lyo P>ot SJ u Val Thr HI o Trp 

C<nj «5P Sly Sly Trp Ql y Val Aap Val Leu TKr Sly Lyo SI" Gin Arq Glu His Arg A<ap 

llQ Aop Ilo A»o '^t^o >»P *lfl Bin Hio T>i#- Gin Ly^i Val Ilo I^yo Lyo Lou Slu Aop Ilo 

25 Sly Tyr Lyu Ilo Glu Vol Aop Trp fkjt P-o Sor Arg Ftet Glu Lou Lya His Lyo Slu Tyr 

Gly Tyr Lou Asp Ilo Hi 3, Pro lie Aon l.eu A»n A»p A«p 61 v SorOOlo Thr 31 n Ala Aon 

Pro Glu Sly Gly Aan Ty,- Ha Phe Gin A«n Glu Trp Sor- Glu Thr Asn Tyr Lv« 61 y ^^^^^ 



Arg Lys lie P'-o Cv» Ho S<pr Lyo Slu Al o Gl- Lou Leu His Ser Gly Tyr Glu LO'j ^^^^ 

TMr Glu Lys Asp Hi « Pt^e A«p Ho Ly« Ao^ Lc?u Ly^ Sor Ilo THr 000 
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12. Utilisa-tion du fragment d'ADN selon la 
revendication 2 comme marqueur de resistance de vecteurs 
de clonage. 
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Hindlll 

AASCTTTA6A CATATGCTTT AA6CTCTCTT CTAAATGTTC 40 

ACCGTCTATT QCATTTCTAG TCGACAAA6T TAGGAATAAC CAACGAGAAG TAGGTTTTTC TTTAACCACT XIO 

TCTTCAATCA CTTTTTGAGC TTGATAACTA TTTTTCATA6 CAC6CCTCCA ATTACA6ACC GGACATAATT IBO 

TAGATTTACA AAACCATGTC TTATGTAACT TCAAATATCC TTCATCAGTC 6GCTTGAACT CTAA8ACSTT 2S0 

TCCACATTGT TTTACGTTAT AAGCCTTTTT TATTTTTA6T ATTTCAA6TA TATCT6CATA GCCTACATTA 320 

TCTATTTTCT TTCTCTCCAT GGGCGT6TTC CCACTTTTGT CATATCTTTA AT6TTTC6TT ATCTTGATTT 390 

TC6TCTATAT ATTTTGTATG ATTGTCTT6C ATATAAAAAG ACCTGCCAGT ATTAAGTT6A TGAGTAGATS 44^0 

TTTCAATCTT GATTACTGGA CTTTTTTATB TCAAATTTTC CTTTCACGCA TAAAAATACA TAAAAACACT »0 

A6TCATATCA C6TTAATATG AT6TTTAATA TCTTTSA6TT ATTTC7ATAT A6TATCAAGA CAAGAASAAA 6O0 

RBS ««t Ly» Il« A«p A«n V*l 

CTCGTTTTCA ACTCGTTTCA AATTCCTA^ftA TTAGSAG<SJG TAAA AT6 AAA ATT 6AT AAT STA ^2 

Thr 61 u Lys A«p L«u Pti# Tyr Il« Leu A»p Leu Phe Gi u Ly« Met Glu V*l Thr Hi » Trp 

ACA 6AA AAG GAT TTA TTT TAT ATT TTA 6AC TTA TTT 6AA AAA ATG 6AA 6TA ACT CAT TGG 72.Z 

L9U Asp 63 y Gly Trp 61 y Asp VaI Leu Thr 61 y Ly« Gin Gin Arg Glu Hi « Arg A«p 

TTA GAT 6GA 66C TGG GGC GTA GAT 6TA TTA ACT 66A AAA CAA CAA AGA 6AA CAC A6A GAT 78^ 

Xle Amp He Asp Ptie A»p Al * 61n Hi« Thr 61 n Lym V*l He Ly» Ly« Leu Glu A«p He 

ATA SAT ATA BAT TTT 6AC 6CT CAC ACT CAA AAA GTT ATA AAA AAA TTA GAA GAT ATA ©4 2 

Sly Tyr Ly» He Glu V*l A»p Trp Met Pro Ser Arg Met Glu Leu Ly« His Lym 61 u Tyr 

GGA TAG AAA ATA GAA GTT GAT TGG ATG CCT TCA CST ATG GAA CTT AAA CAT AAA GAA TAT 90Z 

Sly Tyr Leu A»p He Hi s Pro He A«n Leu A«n A«p A«p Gly SerOOle Thr 61 n Ala A«n 

GSA TAT TTA SAT ATT CAT CCT ATA AAT TTA AAT GAT GAT 66T TCC ATT ACT CAA 6CA AAC 96 2 

Pro Glu Gly Gly Asn Tyr He Ptve Gin Asn Glu Trp Phe Ser Glu Thr Asr Tyr Lys Gly 

CCA GAA 6GT GGC AAT TAC ATC TTT CAA AAT GAA TGG TTT TCA GAA ACT AAT TAT AAA GGt lOlZ 

Arg Ly« He Pro Cys He Ser LyS Glu Ala 61-* Leu Leu Phe His Ser Gly Tyr Glu Leu 

CGA AAA ATA CCA TGC ATT TCC AAA GAA GCT CAA CTT CTT TTT CAT TCC GGT TAT GAA TTA 1082 

Thr 61 u Cy» Asp Hi » Phe Asp He Lys Asn Leu Lys Ser He Thr 

ACA GAA AAA SAC CAT TTT GAT ATA AAA AAT TTA AAA TCA ATA ACT TAA TT TCTTTATTCC 114Z 

AATTGCTTTA TTCCAATTGC TTTATTCCAA TT6CTTTATT 6AC6TTGAGC CTCCGAACCC TTAAC6ATCC 1212, 

CAAAACTTGC CGAATGGTCG GCTTAATAGC TCACGCTATG CCGACATTCG TCTGCAAGTT TAGTTAAG6G 1282. 

TTCGTCTCAA C6CACAATAA TTTCTCGCAT AAAT6CGT6T TCTATTTTTT ATTTTTACTC CTCTTGATAG 135'Jl 

CAAAAAAC6C CATTCCAATA CAAAACCACA TACCTATAAT CGAT 

C1«I 
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